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Transfer! de genes dans les motoneurones medullaires 
au moyen de vecteurs adenoviraux 

La presente invention concerne le domaine de la therapie genique. Elle concerne 
plus particulierement une nouvelle methode de traitement des pathologies du systeme 
5 nerveux par transfert de genes dans les motoneurones medullaires au moyen de vecteurs 
adenoviraux. 

La therapie genique et Utilisation de virus modifies comme vecteurs pour les 
maladies neurodegeneratives constituent des nouvelles approches therapeutiques 
particulierement promorteuses. Parmi les virus utilises a cet effet dans Tart anterieur, on 

10 peut citer en paniculier les adenovirus (Le GaJ La Salle et al. t Science 259, 988-990), les 
virus de Therpes, les virus adeno-associes et les retrovirus. Les etudes decrites dans Tart 
anterieur montrent que ces vecteurs, et en particulier les adenovirus, sont capables 
d'infecter avec une tres grande efficacite les cellules du systeme nerveux central. Ces 
resultats permettent ainsi de mettre au point des methodes de traitement des pathologies 

15 du systeme nerveux central par injection directe au niveau du systeme nerveux central 
(en particulier par stereotaxic) d'adenovirus recombinants comprenant un gene 
therapeutique. 

Concernant la moelle epiniere, dans le cadre de certaines maladies 
neurodegeneratives ou de traumatismes, la therapie genique pourrait egalement 
20 permettre de lutter contre la degenerescence des neurones moteurs (motoneurones) en 
apportant certains genes cod ant par exemple pour des facteurs de croissance. 
Neanmoins, ces applications sont encore limitees par l'absence de methode simple 
permettant de transferer specifiquement un gene au niveau de la moelle. La presente 
invention permet de remedier a ce probleme. 

25 La presente invention decrit en effet une methode particulierement efficace pour 

le transfert selectif de genes dans la moelle. La presente invention decoule en particulier 
de la demonstration qu'il est possible de transferer specifiquement un gene au niveau des 
motoneurones par administration, au niveau du muscle, d'un vecteur adenoviral 
incorporant ledit gene. En effet, la demanderesse a maintenant montre que, de maniere 

30 particulierement avantageuse, les adenovirus sont absorbes au niveau des jonctions 
neuromuscul aires (plaques motrices), et achemines jusqu'aux corps ceUul aires des 
motoneurones (come ventrale de la moeUe epiniere) par transport retrograde le long des 


WO 96/18740 


2 


PCT/FR9S/01650 


axones motoneuronaux. ^administration intramusculaire de vecteurs adenoviraux selon 
l'invention constitue ainsi une nouveUe methode tres specifique tfinfection des 
motoneurones par transport retrograde, permettant de cibler de fa$on precise l'etage 
medullaire sur lequel on desire intervenir en fonction de la localisation du traumatisme 
5 et/ou de la degenerescence. 

Le procede selon la presente invention est tout particulierement avantageux 
puisqu'il permet, en suivant une cartographie precise des jonctions neuromusculaires, 
d'infecter de fa$on specifique et unilateral les motoneurones des differents Stages 
foncuonnels medullaires. II s'avere de plus beaucoup moins traumatique qu'iuie injection 
10 stereotaxique dans le parenchyme medullaire, laquelle serait de toutes fa?ons plus diffuse 
et non restrictive aux motoneurones. 

Un premier objet de l'invention reside done dans Tutilisation d'un adenovirus 
recombinant comprenant dans son genome un acide nucleique d'interet pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee au transfert dudit acide 
15 nucleique dans les motoneurones medullaires par administration intramusculaire. 

Comme indique ci-avant, le procede selon la presente invention est tres 
avantageux puisqu'il permet de cibler precisement les motoneurones de chaque etage 
fonctionnel medullaire. Ainsi, selon le site de Alteration a traiter, radministration est 
pratiquee dans un muscle portant une liaison nerveuse avec ledit site. Selon la presente 

20 inventions est maintenant possible, par un choix judicieux de diverses injections, 
d'infecter, de fa?on specifique et unilateral^ un grand nombre de motoneurones 
medullaires repartis sur les differents niveaux. A titre de mode de realisation preferes, 
l'administration dans des muscles des membres superieurs (biceps, triceps) permet de 
transferer un gene dans les motoneurones au niveau cervical; radministration dans des 

25 muscles du thorax (pectoraux) permet de transferer un gene dans les motoneurones au 
niveau thoracique; ou encore radministration dans des muscles des membres inferieure 
(gastrocnemien) permet de transferer un gene dans les motoneurones au niveaux 
lombaire et sacre. D'autres muscles peuvent bien entendu etre utilises pour 
radministration au niveau de ces motoneurones, et d'autres motoneurones peuvent 

30 egalement etre cibles. A cet effet, il est possible d'utiliser des cartographies precises des 
jonctions neuromusculaires afin de determiner, en fonction de l'etage medullaire cible, le 
ou les muscles les plus appropries pour radministration. De telles cartographies sont 
accessibles a I'homme de 1'art (voir notamment Nicholopoulos et al„ J. Comp. Neurol. 
217, 78-85; Peyronnard et Charon, Exp. Brain Res. 50, 125-132). Selon l'etage 
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medullaire qu'il s'averera opportun d'infecter un ou plusieurs muscles connus pour etre 
innerves par Tetage en question peuvent ainsi etre choisis. 

L'administration intramusculaire d'adenovirus peut etre realisee de differentes 
manieres. Selon un premier mode de realisation, elle est pratiquee par injection en 

5 plusieurs points d'un meme muscle de fa?on a concerner un tres grand nombre de plaques 
motrices. Ce mode de realisation est particulierement efficace lorsque le point d'insertion 
du nerf dans le muscle considere n'est pas identifiable. Lorsque le point d'insertion du 
nerf est reperable, radministration est avantageusement realisee par une ou plusieurs 
injections au niveau ou proche(s) dudit point Selon ce mode de realisation, Tefficacite du 

10 transfert est plus grande car une proportion elevee de vecteur administree est absorbee 
au niveau de la jonction neuromusculaire. 

Dans un premier mode prefere de mise en oeuvre de la presente invention, 
radministration intramusculaire est realisee par injections en plusieurs points d'un meme 
muscle. 

15 Dans un autre mode prefere de mise en oeuvre de la presente invention, 

radministration intramusculaire est realisee par injectionfe) au niveau ou proche(s) du 
point d'insertion du nerf. 

Selon un objet particulier, I'invention concerne Tutilisation d'un adenovirus 
recombinant comprenant dans son genome un acide nucleique d'interet pour la 
20 preparation d'une composition pharmaceutique destinee au transfert dudit acide 
nucleique dans les motoneurones medullaires cervicaux par administration dans les 
muscles des membres superieurs (exemple : biceps, triceps). 

Selon un autre objet particulier, I'invention concerne Tutilisation d'un adenovirus 
recombinant comprenant dans son genome un acide nucleique d'interet pour la 
25 preparation d'une composition pharmaceutique destinee au transfert dudit acide 
nucleique dans les motoneurones medullaires thoraciques par administration dans les 
muscles du thorax (ex. pectoraux). 

Toujours selon un objet particulier, I'invention concerne l'utilisation d'un 
adenovirus recombinant comprenant dans son genome un acide nucleique d'interet pour 
30 la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au transfert dudit acide 
nucleique dans les motoneurones medullaires lombaire et/ou sacre par administration 
dans les muscles des membres inferieurs (gastrocnemien par exemple). 
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La methode selon 1'invention peut etre mise en oeuvre en utilisant des 
adenovirus d'origine diverses. Differents serotypes d'adenovims, dont la structure et 
les proprietes varient quelque peu, ont en effet ete caracterises. Parmi ces serotypes, 
on prtf ere utiUser dans le cadre de la presente invention les adenovirus humains de 

5 type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animale (voir dernande FR 93 
05954). Parmi les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
invention on peut titer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, (exemple : 
Mavl, Beard et al.. Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore 
simienne (exemple : SAV). De preference, l'adenovirus d'origine animale est un 

10 adenovirus canin, plus preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. 

Selon un mode particulier de realisation prefere de l'invention, l'adenovirus utilise 
est un adenovirus d'origine humaine. Selon un autre mode avantageux. l'adenovirus est 
un adenovirus d'origine animale. 

15 Le genome des adenovirus comprend notamment une sequence inversee 

repetee (ITR) a chaque extremite, une sequence d'encapsidation (Psi), des genes 
precoces et des genes tardifs. Les principaux genes precoces sont contenus dans les 
regions El, E2, E3 et E4. Parmi ceux-ci, les genes contenus dans la region El (Ela et 
Elb notamment) sont necessaires a la replication virale. Les regions E4 et L5 par 

20 exemple sont elles impliquees dans la propagation virale. Les principaux genes tardifs 
sont contenus dans les regions LI a L5. Les genome de l'adenovirus Ad5 a ete 
entierement sequence et est accessible sur base de donnees (voir notamment 
Genebank M73260). De meme des parties, voire la totalite du genome d'adenovims 
de serotypes differents (Ad2, Ad7, Adl2, etc) ont egalement ete sequencees. Les 

25 vecteurs adenoviraux utilis6s pour la mise en oeuvre de la presente invention 
comprenent les ITR, une sequence permenant I'encapsidation et 1'acide nucleique 
d'interet. 

Dans un mode de realisation prefere de l'invention, le genome de l'adenovims 
utilise est depourvu de tout ou panie de la region EL La region El est en effet 
30 essentielle a la replication virale et son inactivation conduit a la formation de virus 
defectifs pour la replication, c'est-a-dire incapables de se repliquer de fagon autonome 
dans les cellules infectees. La region El, ou tout autre region virale considered peut etre 
rendue non fonctionnelle par toute technique connue de lliomme du metier, et 
notamment par suppression totale, substitution, deletion partielle, ou addition d'une ou 
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plusieurs bases dans le ou les genes considered De telles modifications peuvent etre 
obtenues in vitro (sur de l'ADN isole) ou in situ t par exemple, au moyens des techniques 
du genie gen6tique. ou encore par traitement au moyen d'agents mutagenes. 
Avantageusement, le genome de l'adenovirus utilise est depourvu d'une partie de la 
5 region El correspondant aux residus 454 a 3328 (fragment PvuH-BgUI) ou 382 a 3446 
(fragment HinfQ-Sau3A). 

Selon un mode de realisation parti culierement avantageux, le genome de 
l'adenovirus utilise est egalement depourvu de tout ou partie de la region E3 et/ou E4. La 
demanderesse a main tenant montre qu'il est possible de construire des vecteurs portant 
10 ces differents types de deletions. Ces deletions supplemental permettent d'accroitre la 
securite du vecteur et d'augmenter sa capacite. 

L'acide nucleique d'interet peut etre insere en differents sites du genome de 
l'adenovirus. Avantageusement, il est insere au niveau de la region El, E3 ou E4. 
Cependant, il est clair que d'autres sites peuvent etre utilises. En particulier, l'acces a la 
15 sequence nucleotidique du genome permet a l*homme du metier d'identifier ou de creer 
des sites de restriction utilisables a cet effet 

Les adenovirus recombinants defectifs selon 1'invention peuvent etre prepares 
par toute technique connue de lTiomme du metier (Levrero et al„ Gene 101 (1991) 195, 
EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre prepares 

20 par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant entre autre la 
sequence d'ADN d'interet. La recombinaison homologue se produit apres co-transfection 
desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire 
uulisee doit de preference (i) etre transformable par lesdits elements, et (ii), comporter 
les sequences capables de complementer la partie du genome de l'adenovirus defectif, de 

25 preference sous forme integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre 
d'exemple de lignee, on peut mentionner la bgnee de rein embryonnaire humain 293 
(Graham et aL, J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui contient notamment, integree dans son 
genome, la partie gauche du genome tfun adenovirus Ad5 (12 %). 

Une premiere methode consiste a transfecter l'ADN du vims recombinant 
30 (defectif) prepare in vitro dans une lignee cellulaire competente, c'est-a-dire portant en 
trans toutes les fonctions necessaires a la complementation du virus defectif. Ces 
fonctions sont preferentiellement integrees dans le genome de la cellule, ce qui reduit les 
risques de recombinaison, et confere une stabilite accrue a la lignee cellulaire. Dans le cas 
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tfadenovirus dans lesquels seule la region El est deficient^ la lignee preferee est la 
lignee 293. 

Une seconde approche consiste a co-transfecter dans une lignee ceUulaire 
apppropriee 1ADN du virus recombinant defectif prepaid in vitro et l'ADN d'un ou de 
5 plusieurs virus ou plasmide helper. Selon cette methode, il n'est pas necessaire de 
disposer d'une lignee cellulaire competente capable de complementer toutes les fonctioris 
defectives de l'adenovirus recombinant Une partie de ces fonctions est en effet 
complement^ par le ou les virus helper. Ce ou ces virus helper sont eux-memes 
defectifs. 

10 Des strategies de construction de vecteurs derives des adenovirus ont 

egalement ete decrites dans les demandes n° FR93/05954 et FR93/08596. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 
les techniques classiques de biologie moleculaire, comme illustre dans les exemples. 

Pour leur utilisation selon la presente invention, les adenovirus sont 
IS preferentiellement associes aunou des vehicules pharmaceutiquement acceptables pour 
une formulation injectable. II peut s'agir en paruculier de solutions salines (phosphate 
monosodique f disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou 
des melanges de tels sels). steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment 
lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, 
20 permettent la constitution de solutes injectables. Les doses de virus utilisees pour 
l'administration peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et notamment 
en fonction du site (muscle) d'administration considere, du nombre ^injections, du gene a 
exprimer, ou encore de la duree du' traitement recherchee. D'une maniere generale, les 
adenovirus recombinants selon l'invention sont formules et administres sous forme de 
25 doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu, et de preference 10 6 a 10 10 pfu. Le terme pfu 
("plaque forming unit") correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est 
determine par infection d'une culture cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 
15 jours, du nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de determination du 
titre pfu d'une solution virale sont bien documentees dans la litterature. 

30 Le procede selon la presente invention est particulierement avantageux pour le 

traitement des traumatismes medullaires ou des maladies de degenerescence 
motoneuronale. Les traumatismes medullaires correspondent plus particulierement a des 
sections au niveau des motoneurones qui les privent de leure afferences provenant des 
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centres superieurs et entrainent leur degenerescence. Le transfert de genes codant des 
facteurs de croissance dans les motoneurones sous lesionnels par transport retrograde 
selon l'invention offre maintenant la possibility de reduire voire empecher cette 
degenerescence. S'agissant de neuropathies du motoneurons on peut citer par exemple 
5 la sclerose laterale amyotrophique, les amyotrophies spinal es de type I (maladie de 
Werdnig Hoffman) de type II ou III (maladie de Kugelberg-Welander), les amyotrophies 
spinales bulbaires (telles que la maladie de Kennedy). Le transfert de genes codant pour 
des facteurs de croissance ou autres molecules connues pour exercer tin effet 
neurotrophique sur le motoneurone en degenerescence selon la presente invention offre 

10 egalement une nouveUe voie pour le traitement de ce type de pathologies. L'efficacite du 
procede de l'invention peut en particulier etre mise en evidence sur modele animaux : 
modele de section partieUe ou complete de la moelle epiniere, souris Wobbler (modele 
animal d'etude de la sclerose laterale amyotrophique (Leestma J. E., Am. J. Pathol., 100, 
821-824)); souris mnd ("motoneurone degeneration" : modele animal d'etude de la 

15 sclerose laterale amyotrophique (Messer et al., 1992, Genomics, 18, 797-802)) ou souris 
pmn ("progressive motoneurone neuropathy" : modele animal d'etude de la 
degenerescence motoneuronale lors du developpement), comme illustre dans les 
exemples. ^incorporation, la tolerance et 1'inocuite pour lliomme peuvent etre testes sur 
des modeles in vitro de culture de neurones medullaires embryonnaires humains. 

20 A cet egard, l'acide nucleique d'interet incorpore dans les vecteurs adenoviraux 

selon l'invention code preferentiellement pour une substance neuroactive, c'est-a-dire 
capable d'exercer un effet benefique sur les cellules nerveuses. U peut s'agir d'une 
substance capable de compenser un deficit en ou de reduire un exces d'une substance 
endogene, ou egalement d'une substance conferant aux ceUules des proprietfes nouvelles. 

25 D peut s'agir plus particulierement d'un factetu- de croissance, d'un facteur 
neurotrophique, d'une cytokine, d'un neurotransmetteur ou encore d'une enzyme, ou d'un 
recepteur de neurotransmetteur ou d*hormone. 

Preferentiellement, parmi les facteurs de croissance, on peut citer les facteurs de 
stimulation des colonies (G-CSF, GM-CSF, M-CSF, CSF, etc), ou les facteurs de 

30 croissance des fibroblastes (FGFa, FGFb) ou des cellules vascul aires (VEGF"). Parmi les 
facteurs neurotrophiques, les facteurs preferes sont notamment le facteur neurotrophique 
ciliaire (CNTF), les facteurs de maturation des cellules gliales (GMFa,b) le GDNF, le 
BDNF, le NT3, le NTS, etc. Les cytokines preferees sont les interleukines et les 
interferons et, parmi les enzymes, on utilise preferentiellement les enzymes de 

35 biosynthese de neurotransmetteurs (tyrosine hydroxylase, acetyl choline transferase, 
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glutamic acide decarboxylase), les enzymes lysosomales (hexosaminidases, arylsulfatase. 
glucocerebrosidase. HGPRT). les enzymes impliques dans la detoxification des radicaux 
libres (superoxyde dismutase I. II ou III, catalase. gluthation peroxydase). Parmi les 
recepteurs, on utilisera entre autres les receptee aux androgenes (impliques dans la 
5 maladie de Kennedy). 

Ces differents facteurs peuvent etre utilises sous forme native, ou sous forme de 
variant ou fragment ayant une activite de meme type. 

11 est egalement possible de transferer des sequences antisens. 

L'acide nucleique peut etre d'origine naturelle ou anificieUe. II peut s'agir 
10 notamment d'ADN genomique (ADNg). d'ADN complementaire (ADNc), de sequences 
hybrides ou de sequences synthetiques ou semi-synthetiques. 11 peut etre d'origine 
humaine, animale. vegetale, bacterienne, virale. etc. II peut etre obtenu par toute 
technique connue de l'homme du metier, et notamment par criblage de banques. par 
synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification chimique 
15 ou enzymatique de sequences obtenues par criblage de banques. II s'agit 
preferentiellement d'ADNc ou d'ADNg. 

Generalement, l'acide nucleique comprend egalement une region promotrice de 
la transcription fonctionnelle dans les motoneurones, ainsi qu'une region situee en 3' du 
gene dinteret, et qui specifie un signal de fin transcriptionnelle et un site de 
20 polyadenylation. L'ensemble de ces elements constitue la cassette d'expression. 
Concemant la region promotrice, il peut s'agir d'une region promotrice naturellement 
responsable de rexpression du gene considere lorsque celle-ci est susceptible de 
fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir de regions d'origine 
differeme (responsables de 1'expression d'autres proteines, ou meme synthetiques). 

25 Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par 
exemple. il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de la cellule que l'on 
desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un 
virus, y compris l'adenovirus utilise. A cet egard, on peut citer par exemple les 
promoteurs des genes E1A, MLP, CMV, RSV, etc. En outre, ces regions promotrices 

30 peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, de regulation, ou 
permettant une expression tissu-specifique ou majoritaire (promoteurs GFAP. enolase, 
etc). Par ailleurs, lorsque l'acide nucleique heterologue ne comporte pas de sequences 
promotrices, il peut etre insere dans le genome du virus en aval d'une telle sequence. 
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La presente invention a egalement pour objet une methode pour le transfert 
d'acides nucleiques dans les motoneurones comprenant l'administration musculaire d'un 
vecteur adenoviral incoporant ledit acide nucleique dans son genome. Preferentiellement, 
la methode selon l'invention est realisee par injection(s) en plusieurs points d'un meme 
5 muscle ou, lorsque le point d'insertion du nerf est reperable, par une ou plusieurs 
injections au niveau ou proche(s) dudit point 

La presente invention sera decrite plus en detail a Taide des exernples qui suivent, 
qui doivent etre consideres com me illustratifs et non limitatifs. 

Legende des figures 

io Figure 1 (Photo A): 

Marquage 8-Galactosidase de coupes longitudinales (50 ^m) de moelle epiniere 
de rat au niveau lombaire, apres injection intramusculaire d'adenovirus fi-Galactosidase 
dans le muscle gastrocnemien. 

- marquage diffus de nombreux corps cellulaires motoneuronaux (A). 
55 - marquage plus intense de quelques motoneurones au niveau du corps cellulaire et des 
neurites, mettant en evidence la morphologie typique des motoneurones (A). 

Figure 2 (Photo B): idem A, grossissement superieur. 

Marquage 8-Galactosidase de coupes longitudinales (50 |im) de moelle epiniere 
de rat au niveau lombaire, apres injection intramusculaire d'adenovirus 8-Galactosidase 
20 dans le muscle gastrocnemien. 

Figure 3 (Photo C): 

Co-marquage 6-Galaaosidase-Immunocytochimie "Calcitonin Gene Related 
Peptide" (CGRP) de coupes longitudinales (50 pun) de moelle epiniere de rat au niveau 
lombaire, apres injection intramusculaire d'adenovirus 8-Galactosidase dans le muscle 
25 gastrocnemien. 

Exernples ~ 

1. Injection de Tadenovirus b-Galactosidase dans le muscle gastrocnemien chez le rat 
intact ou chez le rat ayant subi une hemisection thoracique de la moelle epiniere. 
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Cet exemple decrit le transfer! du gene b-gal au niveau des motoneurones 
lombaires par administration dans le muscle gastrocnemien d'un adenovirus incorporant 
ledit gene. 

Plus particulierement. l'etude a ete realisee sur un modele de section partielle ou 
5 complete de la moelle epiniere de rat pratiquee au niveau thoracique bas ayant pour effet 
de paralyser l'animal pour l'un ou ses deux membres inferieurs. Une teUe section prive les 
motoneurones de leurs afferences provenant des centres superieurs et en entraine la 
degenerescence. L'adrninistration a ete realisee de maniere a infecter les motoneurones 
sous lesionnels par transport retrograde. 

,0 Le vecteur adenoviral utilise dans cet exemple est le vecteur Ad.RSV.Bgal. Ce 

vecteur est depourvu des sequences necessaires a sa replication, mais comporte 
neanmoins les sequences necessaires pour penetrer dans les cellules infectables par celui- 
ci ainsi que l'ensemble des sequences essentielles necessaires a l'encapsidation de cet 
adenovirus. U porte egalement, sous le controle du promoteur RSV. le gene de la B 

15 galactosidase de Exoli. La construction de l'adenovinis recombinant defectif 
Ad.RSVBgal a ete decrite dans la litterature (Stratford-Perricaudet et al., J. Clin. Invest. 
90 (1992) 626). Brievement. l'adenovirus Ad.RSVbGal est un adenovirus recombinant 
defectif (delete des regions El et E3 ) obtenu par recombinaison homologue in vivo 
entre l'adenovinis mutant Ad-dl324 (Thimmappaya et al.. Cell 31 (1982) 543) et le 

20 plasmide pAd.RSVbGal (Akli et al. 1993). 

Le plasmide pAd.RSVbGal contient, dans l'orientation 5'->3'. 

- le fragment PvuII correspondant a l'extremite gauche de l'adenovinis Ad5 
comprenant : la sequence ITR, l'origine de replication, les signaux d'encapsidation et 
1'amplificateur E1A; 

25 - le gene cod ant pour la b-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 

(du virus du sarcome de Rous), 

- un second fragment du genome de l'adenovinis Ad5. qui permet la 
recombinaison homologue entre le plasmide pAd.RSVbGal et l'adenovinis dl324. 

Apres linearisation par l'enzyme Clal. le plasmide pAd.RSVbGal et l'adenovirus 
30 dl324 sont co-transfectes dans la Ugnee 293 en presence de phosphate de calcium pour 
permettre la recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi generes sont 
selecuonnes par purification sur plaque. Apres isolement. l'ADN de l'adenovinis 
recombinant est amplifie dans la Ugnee cellulaire 293. ce qui conduit a un surnageant de 
culture contenant l'adenovinis defectif recombinant non purifie ayant un titre d'environ 
35 10 10 pfu/ml. Les patticules virales sont ensuite purifiees par centrifugation sur gradient 
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de chlorure de c6sium selon les techniques connues (voir notamment Graham et al.. 
Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus a ensuite ete utilise sous forme purifiee dans une 
solution saline phosphate (PBS). 

Trois injections d'adenovirus Ad-RSV-t>Gal (10 7 pfu par injection) ont ete 
5 pratiquees dans le muscle gastrocnemien, juste apres que l'animal ait subi (ou pas) une 
hemisection de la moelle epiniere (niveau thoracique bas ( ayant pour effet de paralyser 
I animal pour Tun de ses membres inferieurs). 9 jol d'adenovirus sont injectes par point 
d'injection a la seringue Hamilton. 

Les animaux ont ete sacrifies (perfusion 4% paraformaldehyde) quatre jours apres 
10 injection, temps minimum pour que le transport retrograde s'effectue du muscle a la 
moelle epiniere. Trois blocs de moelle epiniere ont ete coupes longitudinalement aux 
niveaux cervical, thoracique et lombaire, en coupes de 50 mM d'epaisseur. Les coupes 
ont ete traitees pour la revelation de la 6-Galactosidase permettant de mettre en evidence 
les cellules ayant ete infectees par le virus. Certaines coupes ont de plus subi une 
15 immunocytochimie anti-"Calcitonin Gene Related Peptide" (CGRP), permettant de 
marquer specifiquement les motoneurones. 

La 8-Galactosidase a ete revelee a partir de son substrat, le X-Gal, et le produit 
de la reaction donne une coloration bleue. 

Le "Calcitonin Gene Related Peptide", CGRP, est un neurotransmetteur, 
20 marqueur specifique des motoneurones. n est rev&S par immunocytochimie avec un 
anticorps secondaire couplfc a la peroxidase et comme substrat de l'enzyme la 
diaminobenzidine; le produit de la reaction donne une coloration marron. 

La revelation de la b-Galactosidase a permis de mettre en evidence la presence de 
motoneurones infectes, exclusivement au niveau lombaire, sous lesionnel dans le cas des 
25 rats hemisectionnes, et du cote correspondant a Tinjectian. 

Deux types de marquage ont ete obtenus, un marquage diffus du corps cellulaire 
d'un grand nombre de motoneurones, et un marquage plus intense du corps cellulaire et 
des neurites d'un nombre plus limite de motoneurones (photos A et B). Cette difference 
d'imensite de marquage est probablement due au fait que seulement quelques 
30 motoneurones, tres proches du site d'injection, ont pu absorber le virus de fagon intense. 

L'immunocytochimie anti-CGRP couplee a la revelation b-Galactosidase a permis 
de mettre en evidence par une double coloration que la quasi totality des corps cellulaires 
CGRP positifs (i.e. motoneurones) etaient infectes par le virus (photo C). 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un adenovirus recombinant comprenant dans son genome un 
acide nucleique d'interet pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee au transfer! dudit acide nucleique dans les motoneurones medullaires 

5 cervicaux par administration dans les muscles des membres superieurs (exemple 
ibiceps, triceps). 

2. Utilisation d'un adenovirus recombinant comprenant dans son genome un 
acide nucleique d'interet pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee au transfer! dudit acide nucleique dans les motoneurones medullaires 

10 thoraciques par administration dans les muscles du thorax (ex. pectoraux). 

3. Utilisation d'un adenovirus recombinant comprenant dans son genome un 
acide nucleique d'interet pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee au transfer! dudit acide nucleique dans les motoneurones medullaires 
lombaire et/ou sacre par administration dans les muscles des membres inferieurs 

1 5 (gastrocnemien par exemple). 

4. Utilisauon d'un adenovirus recombinant dont le genome est depourvu de 
tout ou partie de la region El et de tout ou partie de la region E3 et/ou E4, comprend 
un acide nucleique d'interet, pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee au transfert dudit acide nucleique dans les motoneurones medullaires par 

20 administration intramusculaire, 

5. Utilisation selon Tune quelconques des revendications 1 a 4 caracterisee en 
ce que l'adenovirus est un adenovirus d'origine humaine. 

6. Utilisation selon l'une quelconques des revendications 1 a 4 caracterisee en 
ce que l'adenovirus est un adenovirus d'origine animale. 

25 7. Utilisation selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce 

que l'acide nucleique d'interet est insere dans le genome de l'adenovirus au niveau de 
la region El, E3 ou E4. 

8. Utilisation selon l'une quelconques des revendications 1 a 4 caracterisee 
en ce que Tacide nucleique d'interet code pour une substance neuroactive. 
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9. Utilisation selon la revendication 8 caracterisee en ce que l'acide nucleique 
d'interet code pour un facteur de croissance, un facteur neurotrophique, une cytokine, 
un neurotransmetteur ou une enzyme, ou un recepteur. 

10. Utilisation selon la revendication 8 caracterisee en ce que l'acide 
5 nucleique d'interet comprend en outre des signaux permettant 1'expression de la 

substance neuroactive dans les motoneurones. 


1 1 . Utilisation selon Tune quelconques des revendications 1 a 4 caracterisee 
en ce que l'administration intramusculaire est realisee par injections en plusieurs points 
d'un meme muscle. 
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